霍奇金淋巴瘤（Hodgkin\'s lymphoma，HL）好发于20\~30岁青年[@b1]，其肿瘤细胞Hodgkin/Reed-Sternberg（H/RS）细胞起源于生发中心发生了突变的"残疾B细胞" [@b2]--[@b3]，是B细胞分化阻滞的产物，其B细胞表面标志部分或全部消失，几乎所有的H/RS细胞都表达CD30，80%以上表达CD15[@b4]。由于H/RS细胞免疫表型及受体的改变，使其逃避免疫监视和细胞凋亡而得以生存及克隆性增殖。在前期的研究中我们构建了可稳定过表达CD99的HL细胞株L428-CD99细胞，并证实L428-CD99细胞可向B细胞方向再分化；利用荧光差异双向凝胶电泳和质谱分析技术分离出L428-CD99和L428两株细胞的差异蛋白氯苄乙胺2（Septin2）[@b5]。Septin2属于Septins基因家族的一员，为GTP结合的骨架蛋白，是构成微管的重要成分，参与细胞有丝分裂和囊泡运输等功能，参与GTP激酶的激活状态的形式改变[@b6]。在本研究中我们对Septin2的表达进行了验证，旨在探究Septin2在H/RS细胞向B细胞再分化中的作用。

材料与方法 {#s1}
==========

1．人HL细胞株L428细胞：由美国内布拉斯加州医学中心CHan教授赠送，南方医科大学广东省分子肿瘤病理重点实验室冻存。L428-CD99细胞及与CD99对应的空载L428细胞（L428-CTR细胞）由本课题组前期构建，本室冻存。

2．主要试剂：RNAiso Reagent（D9108A）、PrimeScript™ RT Reagent Kit（DRRP37S）、Primix Taq PCR试剂盒（D331A）、SYBR® Premix Ex Taq™（DRR041A）实时荧光定量PCR（RT-qPCR）、Lipofectamine™ 2000试剂盒购自日本TaKaRa公司；Septin2鼠抗人多克隆抗体购自美国Abcam公司；β-actin鼠抗人单克隆抗体、抗鼠二抗和抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司；免疫组化试剂盒购自美国DAKO公司；CCK8检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司；FITC标记的鬼笔环肽购自美国Sigma公司；流式细胞术检测所用CD30、CD15、CD10、CD19、CD45、CD38抗体购自美国BD公司。

3．细胞转染：收集对数生长期的L428细胞，用RPMI1640培养基调整细胞密度为1×10^6^/ml，每孔1.5 ml接种于6孔板中。实验分组：①空白对照组：加RPMI1640培养基的L428细胞组；②空载体组：转染空载体-siRNA的L428细胞组（L428-NC）；③干扰组：转染Septin2-siRNA的L428细胞组（L428-siSeptin2）。每组设3个复孔，实验重复3次。引物由上海英骏生物技术有限公司合成。参照Lipofectamine™ 2000试剂盒说明书进行转染操作，36 h后转染细胞经RT-qPCR和Western blot法进行干扰效率鉴定。实验中所用基因序列见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 基因序列

  基因名称          基因序列（5′-3′）
  ----------------- --------------------------------------
  Septin2-siRNA     正义链：5′-GAAUGAGGACAUGAAUAAA-3′
                    反义链：5′-UUUAUUCAUGUCCUCAUUC-3′
  空载体-siRNA      正义链：5′-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3′
                    反义链：5′-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3′
  Septin2基因引物   上游：5′-GCCCAGCAACAAGCAAA-GCACAT-3′
                    下游：5′-CCCAACCACCCTAGTTCCTCCG-3′
  GAPDH基因引物     上游：5′-GCTGAGTA-TGTCGTGGAGTCT-3′
                    下游：5′-GTTCACACCCATCACAAACAT-3′

4．RT-qPCR检测过表达CD99及转染Septin2-siRNA对L428细胞Septin2 mRNA表达的影响：严格按照RNAiso™ Plus Total RNA提取试剂盒说明书进行RNA提取并逆转录合成cDNA。反应体系为20 µl，反应条件：95 °C 30 s，1个循环；95 °C 30 s，55 °C 34 s，40个循环；95 °C 15 s，60 °C 1 s，95 °C 30 s，1个循环。以GAPDH为内参，反应结束后计算机自动得出各个样品Septin2和GAPDH的Ct值（每个样品反应的荧光信号到达设定预值所经历的循环数），计算每个样品的ΔCt值，采用2^−ΔΔCt^计算目的基因的表达水平。

5．Western blot法检测过表达CD99及转染Septin2-siRNA对L428细胞Septin2蛋白表达的影响：收集细胞，提取总蛋白，采用BCA法测定总蛋白质浓度，每孔上样40 µg，进行SDS-PAGE电泳，转膜，5%脱脂牛奶液封闭1 h。以β-actin为内参，加入兔抗人Septin2多克隆抗体（1∶1 000）及小鼠抗人β-actin单克隆抗体（1∶1 000）Ⅰ抗孵育4 °C过夜，PBS洗3次，每次15 min，分别加入羊抗鼠、羊抗兔Ⅱ抗（1∶5 000稀释），室温孵育1 h，化学发光液染色后进行观察。

6．共聚焦显微镜下观察过表达CD99和转染Septin2-siRNA对L428细胞Septin2表达的影响：收集对数生长期的L428细胞，4%多聚甲醛室温固定20\~30 min；0.2% Triton X-100破膜，室温孵育15 min；山羊血清封闭20 min；加入Ⅰ抗（抗Septin2抗体）4 °C孵育过夜，次日室温孵育1 h；加入荧光鼠/兔Ⅱ抗（Tritc标记），室温孵育1 h；加入鬼笔环肽200 µl，室温避光孵育10 min；加入DAPI工作液200 µl，室温避光孵育5 min。PBS重悬细胞，共聚焦显微镜下观察。

7．免疫细胞化学检测过表达CD99对L428细胞Septin2蛋白表达的影响：收集细胞制作蜡块，石蜡切片脱蜡，经过柠檬酸钠修复液高压抗原修复，3%H~2~O~2~消除内源性过氧化物酶的活性，正常山羊血清工作液封闭，Ⅰ、Ⅱ抗孵育，加入辣根酶标记的链霉卵白素，37 °C孵育15 min，DAB显色，苏木素复染，盐酸乙醇分化，PBS洗涤，脱水后中性树胶封固，显微镜下观察。

8．CCK8法检测干扰Septin2基因表达对L428细胞增殖活性的影响：取生长状态良好的细胞计数，以每孔1×10^3^个细胞接种于96孔板中，每孔100 µl。实验分组：①空白对照组：加RPMI1640培养基的L428细胞组；②干扰组：同上。每组设3个复孔，实验重复3次。分别培养7 d，每孔加入10 µl CCK8试剂，37 °C孵育2 h，以空白对照孔（只加入10%FBS培基而无细胞）的吸光度（*A*）值调零校正，在酶标仪490 nm波长处检测各组的*A*值，每隔24 h测量1次，共测7次，绘制细胞增殖曲线。

9．流式细胞术检测转染Septin2-siRNA对L428细胞CD抗原的表达：制备细胞悬液，分别加入荧光标记的CD单克隆抗体，采用五色直接免疫荧光标记法，以CD45/SSC双参数散点图设门，对淋巴细胞群进行设门设门，在FC 500 MPL型流式细胞仪（美国Beckman公司产品）上检测干扰组（L428-siSeptin2）和空载体组（L428-NC）细胞CD30、CD15、CD10、CD19、CD45、CD38的表达，应用FCS Express V3软件进行分析。

10．统计学处理：采用SPSS19.0软件进行统计学分析，计量资料采用*x*±*s*表示，多组间均数比较采用单因素方差分析，组间两两比较按照最小显著性差异进行，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．过表达CD99及转染Septin2-siRNA对L428细胞Septin2 mRNA和蛋白表达的影响：RT-qPCR检测结果显示L428、L428-CD99、L428-siSeptin2细胞组的Septin2 mRNA水平分别为1.000、0.329±0.019、0.276±0.025，过表达CD99前后差异有统计学意义（*P*=0.001），转染Septin2-siRNA前后差异有统计学意义（*P*=0.000）。

Western blot法检测结果显示L428和L428-CTR细胞中Septin2蛋白的表达明显强于L428-CD99细胞（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），L428-siSeptin2细胞中Septin2蛋白的表达显著低于L428-NC组和空白对照组（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测过表达CD99（A）及转染Septin2-siRNA（B）对L428细胞Septin2蛋白表达的影响\
L428-CTR细胞：与CD99对应的空载L428细胞；L428-CD99细胞：过表达CD99的L428细胞；L428-NC细胞：转染空载体的L428细胞；L428-siSeptin2细胞：转染Septin2-siRNA的L428细胞](cjh-38-02-134-g001){#figure1}

2．共聚焦显微镜下观察过表达CD99和转染Septin2-siRNA对L428细胞Septin2表达的影响：共聚焦显微镜下观察，示Septin2主要在L428-CTR细胞上表达，呈现红色荧光，定位于细胞质，近细胞膜的区域分布更为集中。而L428-CD99细胞仅在细胞胞膜上隐约可见红色荧光（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。与Western blot法检测结果类似，共聚焦显微镜下观察结果表明L428过表达CD99后Septin2表达下降。

![共聚焦显微镜下观察与CD99对应的空载L428（L428-CTR）细胞和过表达CD99 L428（L428-CD99）细胞Septin-2蛋白的表达\
1：Dapi衬染胞核，呈现蓝色荧光；2：Septin2定位于细胞质，呈现红色荧光；3：合并后图像](cjh-38-02-134-g002){#figure2}

用荧光标记的鬼笔环肽检测干扰Septin2后对L428细胞骨架的影响。共聚焦显微镜下观察发现，在L428-NC组细胞中，肌动蛋白中的微丝蛋白（F-actin）和Septin2在细胞上定位一致，主要定位于细胞胞质，靠近细胞膜区域尤为集中，瞬时干扰L428细胞中Septin2的表达，F-actin和Septin2的表达均明显下调，同时观察到细胞表面丝状突起明显减少（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![共聚焦显微镜下观察瞬时干扰Septin-2后L428细胞肌动蛋白中的微丝蛋白（F-actin）的表达\
1：Septin-2定位于细胞质，呈现绿色荧光；2：F-actin定位于细胞质，呈现红色荧光；3：合并后图像；L428-NC细胞：转染空载体的L428细胞；L428-siSeptin2细胞：转染Septin2-siRNA的L428细胞](cjh-38-02-134-g003){#figure3}

3．免疫细胞化学染色检测过表达CD99对L428细胞Septin2表达的影响：结果显示Septin2在L428-CTR细胞（[图4A](#figure4){ref-type="fig"}）中的表达高于L428-CD99细胞（[图4B](#figure4){ref-type="fig"}），主要表达于细胞胞质；Septin2在HL患者病理组织（[图4C](#figure4){ref-type="fig"}）中的表达明显高于在反应性淋巴结增生患者病理组织（[图4D](#figure4){ref-type="fig"}）中的表达水平。

![免疫细胞化学染色示Septin-2的表达（×400）\
A：空载L428细胞；B：过表达CD99的L428细胞；C：霍奇金淋巴瘤患者病理组织；D：反应性淋巴结增生患者病理组织](cjh-38-02-134-g004){#figure4}

4．CCK8法检测干扰Septin2基因表达对L428细胞增殖活性的影响：瞬时干扰Septin2基因后，在倒置显微镜下连续观察L428细胞形态，发现H/RS细胞周围伪足样突起现象逐渐不明显，细胞有缩小趋势（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![倒置显微镜下观察瞬时干扰Septin2基因24（A）、48（B）、72（C）h后的L428细胞形态](cjh-38-02-134-g005){#figure5}

CCK8法检测结果显示L428-NC和L428-siSeptin2组间差异有统计学意义（*F*=204.927，*P*\<0.001）；不同时间差异也有统计学意义（*F*=49.547，*P*\<0.001）；细胞组别和时间因素的交互作用显著（*F*=9.801，*P*\<0.001），表明干扰Septin2基因表达对L428细胞增殖的抑制作用随时间发生变化。从第6天开始随时间的延长其增殖活性差异有统计学意义（*P*\<0.05），与L428-NC组比较，L428-siSeptin2组细胞生长较缓慢（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### CCK8法检测干扰Septin2基因表达对L428细胞增殖活性的影响（*x*±*s*）

  时间    L428-NC组     L428-siSeptin2组   总体          *t*值       *P*值
  ------- ------------- ------------------ ------------- ----------- ----------
  第1天   0.080±0.018   0.074±0.011        0.077±0.013   0.448       0.677
  第2天   0.099±0.012   0.074±0.004        0.087±0.016   3.381       0.028
  第3天   0.176±0.032   0.188±0.010        0.182±0.022   0.618       0.570
  第4天   0.239±0.042   0.184±0.020        0.212±0.042   2.050       0.110
  第5天   0.410±0.011   0.283±0.102        0.347±0.095   2.133       0.100
  第6天   0.704±0.059   0.503±0.105        0.603±0.134   2.885       0.045
  第7天   0.961±0.031   0.644±0.037        0.803±0.177   11.461      0.000
  总体    0.381±0.319   0.278±0.212        0.330±0.273               
                                                                     
  *F*值   302.086       118.432            204.927^a^    49.547^b^   9.801^c^
  *P*值   0.000         0.000              0.000^a^      0.000^b^    0.000^c^

注：L428-NC细胞：转染空载体的L428细胞；L428-siSeptin2细胞：转染Septin2-siRNA的L428细胞；^a^组间主效应的*F*值和*P*值；^b^时间主效应的*F*值和*P*值；^c^交互效应的*F*值和*P*值。每组设3个复孔，实验重复3次

5．瞬时干扰Septin2基因表达对L428细胞免疫表型的影响：流式细胞术检测结果显示，与L428-NC组比较，L428-siSeptin2的H/RS细胞特征性抗原标志CD30、CD15所占比例略有下降，B细胞抗原标志CD19、早期浆细胞分化标志CD38和生发中心标志CD10有表达上升的趋势（[表3](#t02){ref-type="table"}）。

###### 流式细胞术检测干扰Septin2表达对L428细胞分化相关抗原的影响（%）

  组别               CD30    CD15   CD19   CD10    CD38
  ------------------ ------- ------ ------ ------- ------
  L428-NC组          97.68   6.34   0.19   6.99    1.87
  L428-siSeptin2组   96.35   3.30   9.68   97.70   2.70

注：L428-NC细胞：转染空载体的L428细胞；L428-siSeptin2细胞：转染Septin2-siRNA的L428细胞

讨论 {#s3}
====

研究表明Septin蛋白是继微管蛋白、F-actin和中间纤维蛋白之后的第4种细胞骨架成分，并在细胞内物质运输、细胞分裂、细胞周期调控与凋亡等生理过程中发挥着重要作用[@b7]。Septin2是其中一种GTP结合的骨架蛋白，其基因位于2号染色体上，可通过与其他septin蛋白形成核心复合体来发挥相应的功能[@b8]。细胞骨架的异常直接影响细胞的结构和功能，研究表明该蛋白在B细胞和造血细胞系细胞中呈现高表达，与骨髓肿瘤的发生有着密切的关系[@b9]。

在本研究中我们对课题组前期筛选出的差异蛋白Septin2进行了表达验证，证实其在L428细胞中高表达。瞬时干扰L428细胞中Septin2的表达，并通过RT-qPCR和Western blot法验证了干扰效率，CCK8法检测结果显示干扰Septin2表达后L428细胞增殖活性下降。Septin2作为保守的细胞骨架GTP结合蛋白，是纺锤体的基本构成骨架，参与细胞有丝分裂是其主要的功能。干扰L428细胞中Septin2表达，抑制细胞有丝分裂活动，从而抑制了细胞的增殖活性。最新研究发现Septin2的损耗影响线粒体的形态[@b10]，这可能对细胞的增殖活性也造成一定的影响。

在本研究中我们发现瞬时干扰L428细胞中Septin2的表达，鬼笔环肽标记F-actin，在共聚焦显微镜下观察到Septin2和F-actin表达定位一致，主要位于细胞质，近细胞膜周围尤为集中，干扰Septin2后，Septin2和F-actin表达同时下降，且细胞周围伪足状的突起明显减少或消失，表明细胞中的微丝骨架发生了重建。Septin2在活细胞中能形成具有不同形态的动态结构，这些形态的发生依赖于肌动蛋白细胞骨架的功能状态，并且对肌动蛋白纤维压力的稳定有重要作用[@b11]。

我们通过流式细胞术检测发现瞬时干扰Septin2后L428细胞的部分抗原标志出现了变化，H/RS细胞特征性抗原标志CD30和CD15表达下降，B细胞抗原标志CD19表达上升，生发中心细胞抗原标志CD10和早期浆细胞抗原标志CD38表达也有上升，显示L428细胞出现了向B细胞方向分化的趋势。和本课题组前期研究得出的L428过表达CD99出现的抗原改变相比，虽然改变幅度较小，但趋势一致，表明Septin2在H/RS细胞向B细胞转化中参与了抗原分化[@b5]。但其中的机制还不是很清楚，需要进一步的研究证实。

Rezvani等[@b12]在实验中发现，将小鼠肝脏内导致肝病的细胞（即肌成纤维细胞）转化为健康的新的肝细胞，可降低小鼠肝脏损伤和改善肝脏功能。Zhou等[@b13]在体外成功地将成人胰腺外分泌细胞进行基因重编程后转变为分泌胰岛素的胰岛β细胞。靶向Septin2若可以将恶性度高的肿瘤细胞转变成恶性度低的肿瘤细胞或者正常细胞将为肿瘤治疗带来新的希望，即使只将机体功能提高几个百分点也有希望改善患者的预后。在精准医学、再生医学和转化医学的大背景下，我们希望通过对淋巴瘤细胞的再分化研究为将来肿瘤的治疗提供一种新思路和新方法，如果Septin2可以成为临床治疗HL或其他肿瘤的一个靶点，将为患者带来福音。
